




























species  mainly  belonging  to  the  genera  Aspergillus  and  Penicillium.  Among  ochratoxin  forms 






and  other mycotoxins  have  been  found,  it  can  be  said  that  humans  and  animals  are  constantly 
exposed to these toxins. In food safety context, the problem of residues with potentially toxic activity 
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documented  [20,21],  more  restrictive  guidance  values  for  OTA  (0.1  mg/kg  and  0.05  mg/kg, 
respectively) have been set [19]. However, in Italy, since 1999 the Ministry of Health has established 
a guidance value for OTA of 1 μg/kg only in pork meat and derived products [22]. Toxicokinetics, 





small  backyard  holdings,  also  because poultry  rearing  below  50  heads  are  not  registered  in  the 
National  Data  Base  for  Livestock  Registration.  In  2004,  the  production  of  chicks  intended  for 
backyard poultry farm was 30 million, while a more recent survey showed that in the period 2004–
2014 backyard poultry rearing only partially confirmed the quantity of 2004 [25]. In addition to the 
farms were  chicks  come  from  poultry  hatcheries,  there  are  ornamental  poultry  farms  in which 
purebred chicks born and raised on farm are bred for participation in beauty competitions, and the 
birds which do not conform to the breed standard are slaughtered for consumption or offered for sale 













carried  out  by  farmers,  who  allowed  the  collection  of  matrices  for  diagnostic  use.  Seventeen 
homogeneous  farms were  selected on  the basis of  certain  criteria,  such  as  the breeds  reared,  the 










were  fed with  home‐made  balanced diets  prepared with  cereals  and  by‐products. The diet was 
generally administered ad libitum, and the birds had free access to clean water. Farmers also supplied 
mash twice a day, 3/4 times a week. Furthermore, the diet was supplemented with kitchen waste such 
as  bread,  fruit,  vegetables,  and  orchards. The  ingredients,  their  average  inclusion  rates,  and  the 
chemical composition of the diets are shown in Table 1 and Table 2. 
  





















Dry grain diet  16–17.5  3.5–4  4–7  9.5–11  0.85–1.1  0.30–0.40  0.48–0.55  0.80–1  2.900–3.100 











The  chemicals and  solvents used  for OTA extraction and  for HPLC analysis were analytical 
grade or HPLC grade. The OTA standard used to prepare standard solutions for the validation of the 
applied methodology was obtained from Sigma‐Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Immunoaffinity 





(Deventer,  The Netherlands);  citric  acid,  phosphoric  acid,  sodium  bicarbonate,  sodium  chloride, 
sodium  phosphate  dibasic,  potassium  phosphate  monobasic,  and  potassium  chloride  were 
purchased  from Carlo  Erba  Reagents  (Cornaredo, MI,  Italy);  acetic  acid  and  ethyl  acetate were 
obtained from Sigma‐Aldrich Co. (St Louis, MO, USA). 
2.5. Chromatographic Apparatus and Conditions 
HPLC  analysis  was  performed  using  a  C18  Onyx  Monolithic  column  100  mm  ×  4.6  mm 
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) coupled  in sequence to a C18 Chromolith Performance RP‐18e 
column 100 mm × 4.6 mm (Merck, Darmstadt, Germany) in a chromatographic system consisting of 




obtained  by means  of  a  821  FP  fluorescence  detector  (Jasco,  Tokyo,  Japan)  set  at  the  excitation 
wavelength of 340 nm and emission wavelength of 460 nm. The system was computer‐controlled by 



















mixture  was  homogenized  for  3  minutes  with  Ultra‐Turrax  T25  (IKA  Labortechnik,  Staufen, 
Germany), centrifuged for 10 minutes at 1920× g, and cooled on ice for 10 minutes; the upper organic 








shaker  for 30 minutes. The mixture was  frozen  (−20 °C)  for one hour, and centrifuged  for 10 min 
(1860× g) to separate the organic and aqueous layer. Finally, after removing the upper organic layer, 
an aliquot of the bicarbonate extract (1.5 mL) was transferred into a glass tube, diluted with 3.5 mL 











kidney were spiked with OTA  standard  solutions at appropriate concentration  levels  in order  to 
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obtain,  in  the  final solutions resulting  from  the extraction process,  the same concentrations of  the 
reference standards in solvent (1, 2, 5, 7.5, 10 μg/L). These concentrations correspond to 4× higher 













OTA  retention  time,  while  the  limit  of  quantification  (LOQ)  was  established  as  the  lowest 




All  the  calibration  curves  showed a  linear  response over  the  entire observed  ranges, with a 
determination coefficient (R2) always >0.999.   
Analysis of blank samples and spike samples of bile and kidney showed the absence of matrix 
interfering  peaks  in  the  retention  time‐window  of  the OTA  peak.  Retention  time  for OTA was 









Recovery values were  estimated  for  each matrix at  three  spike  levels. Three  replicates were 
analysed for each level, and the average overall recoveries (mean of means) were 90.9% (bile) and 
90.5%  (kidney).  The  results  are  shown  in  Table  3.  To  determine  LODs,  analytical  response  and 



























































FI  Tuscany  9  4  5 
FI 19  7.54  F 
3/9  33.3 FI 20  17.83  F 
FI 22  170.42  F 
LO  Lombardy  6  4  2  LO 6  13.09  F  1/6  16.7 
RO  Lazio  1  1  0  RO 1  22.39  F  1/1  100 
F, females; M, males 


























OTA  fluorescence,  sample  derivatization  is  not  necessary  for  fluorescence  detection.  For  these 
reasons, the adoption of the HPLC‐FLD method for analysis of OTA in bile, used as biomarker of 
ochratoxin exposure in poultry, was an appropriate choice.   
As  widely  reported  by  the  scientific  literature,  OTA  contaminates  different  foods  of  both 
vegetable and animal origin, for human consumption or used as feed for farm animals. To date, there 
is  little  information  and  data  on  its  presence  in  poultry  products,  and  particularly  in  backyard 
chickens destined  for self‐consumption.  In  fact,  these products are not subject  to official controls. 
Furthermore, chicken products do not have any maximum residue limit for OTA. The bio‐monitoring 
investigation  conducted  in  these  hobby  farms  has  shown  that  ornamental  and  self‐consumption 
poultry can be exposed to this mycotoxin. In poultry, dietary intake of OTA can lead to nephrotoxic, 
hepatotoxic,  teratogenic and  immunosuppressive effects  [31]. The animals can show clinical signs 


















With  respect  to OTA  levels  detected  in  bile,  some  further  considerations  should  be made. 
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hens start laying eggs at 6–7 months old, depending on the breed. The deposition of eggs causes a 
strong  metabolic  effort,  involving  the  liver  in  particular,  with  production  of  albumins  and  fat 
metabolization, which could affect the biotransformation of OTA. Dietrich et al. reported that some 
of the sex differences in distribution and elimination kinetics of OTA that have been found in various 
species  could  be due  to  sex differences  in  plasma proteins  binding  and/or  sex  variations  in  the 
expression  levels  of  OTA‐specific  transporters  able  to  modulate  organ  and  cellular  OTA 
concentrations, and therefore to have a direct influence on the toxicodynamics [37]. 






farms  located  in  Serbia. OTA was  detected  in  23  (38.33%),  17  (28.3%)  and  16  (26.6%)  samples, 
respectively, with  concentration  levels  ranging  from  0.14  to  3.9 ng/g  in  liver,  0.1  to  7.02 ng/g  in 
kidneys, and 0.25 to 9.94 ng/g in gizzard [13]. Iqbal et al. report data on the presence of OTA in 115 
chicken meat  samples  (including also  liver) and 80  eggs  samples,  collected  from  central areas of 
Punjab, Pakistan. Forty‐one percent meat and 35% eggs samples were found contaminated with the 
mycotoxin,  and maximum  level  4.70  μg/kg was  detected  in  the  liver  part  of  chicken meat.  The 
sampling included also 31 domestic chicken, and the meat of these animals (wings, legs and chest) 





samples collected  from different commercial sources showed  that  the 100% of  thig and  leg,  liver, 
gizzard samples and 66% of breast samples were contaminated with OTA (range: 1.89 ± 0.07–7.68 ± 
0.12 μg/kg), with the highest concentration levels in liver samples [16]. 
The  results  of  the  abovementioned  studies  generally  show  non‐negligible  percentages  of 
positives, proving that exposure of chickens to this mycotoxin is quite common in many countries. 
Furthermore, taking as reference the Italian guideline value set for OTA in pork meat products (the 
only  food products of animal origin  for which a guideline value  for OTA was established),  these 
surveys  reports  OTA  levels  in  many  cases  above  1  μg/kg.  On  the  other  hand,  many  other 
investigations focused on the occurrence of OTA in poultry feed and feed ingredients have shown 
high percentages of contaminated samples  [43].  In poultry hobby  farms, bad husbandry practices 








OTA  were  found  in  positive  bile  samples,  the  corresponding  kidney  samples  were  negative. 
Consequently, it is possible to state that the consumption of meat from these animals is safe.   




was done  in  Italy  for pork meat)  for  a  better protection  of  consumer  health. To  the  best  of  our 
knowledge, the present study is the first survey carried out in Italy to assess ochratoxin A exposure 
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